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摘要 #ARKRHAAHSAA RB TAARA, MIA, E RO 
Sit. GSR, EIERE RREA R ER AE K R E E ARE E AEA 
REEDE (ARH, FMR IMR), APR (MARR, EATE) t 
外 受精 和 胜 胎 移植 ， 眶 胎 的 冻 存 等 方面 介绍 了 有 关 研 究 概 况 和 发 展 动态 . 
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作为 现代 生殖 工程 技术 的 体 外 受精 和 胚胎 移植 (In Vitro Fertilization and Embryo 
Transfer，IVF-ET)， 在 家 畜 的 品种 改良 ， 提 高 繁殖 率 、 降 低 生 产 成 本 ， 控 制 有 害 疾病 
和 农业 现代 化 方面 发 挥 了 重要 作用 。IVEF-ET 的 研究 ， 不 仅 在 于 解决 人 类 的 不 育 的 问 
题 ， 更 重要 的 是 利用 这 一 技术 了 解 生 殖 的 机 制 ， 例 如 卵 的 成 熟 与 调控 ， 受 精 卵 的 成 熟 与 
分 化 ， 胚 胎 着 床 以 及 控制 茶 些 遗 待 疾病 等 (Bavister, 1987; Gould 等 1989; Wolf 
等 ，1989)。 尽 管 目 前 “试管 婴儿 ”已 获 很 大 成 功 ， 但 是 人 类 的 IVF-ET 的 研究 受到 伦 
理 ， 宗 教 ， 法 律 以 及 实验 条 件 的 限制 。 非 人 灵 长 类 在 生殖 上 与 人 类 极其 相似 的 特征 ， 使 
其 成 为 人 类 有 关 研 究 的 最 为 理想 的 动物 模型 。 同 时 ， 非 人 灵 长 类 的 TVF-ET 也 为 保护 
珍稀 濒危 灵 长 类 和 提高 实验 灵 长 类 的 质量 提供 了 一 条 新 途径 ， 

非 人 灵 长 类 的 IVF-ET 大 致 分 为 以 下 几 个 方面 : 


一 、 卵 的 获取 


1. 超 数 排骨 (Hyperstimulation) ”利用 外 源 激 素 刺 激 卵 梨 ， 促 使 多 个 滤 泡 同时 发 
育 是 常见 的 方法 。 较 常用 的 激素 有 : 

IRRA (clomiphene citrate, CC): 是 一 种 非 沼 体 类 的 肉 激 素 搬 抗 物 。 它 
AEH RMR MEAD Wh hh RRA. Mee FSH 和 LH 的 水 平 增加 导致 排卵 
(Adashi，1984) 。 克 洛 米 芬 加 促 性 腺 激素 的 刺激 方案 在 人 的 ITVF-ET 研究 中 效果 较 
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好 ， 而 用 于 非 人 灵 长 类 的 结果 却 不 理想 (Balmaceda 等 ，1984) 

孕 马 血清 (PMSG): 是 第 一 个 用 于 超 数 排卵 的 高 纯度 促 性 腺 激素 。 基 于 灵 长 类 的 
FSH 的 受 体 有 交叉 反应 ， 人 类 的 灵 长 类 的 LH--CG 受 体 比 非 灵 长 类 的 有 较 高 的 同一 性 
(Berman 等 ，1983); LH 对 滤 泡 / 卵 母 网 胞 的 成 熟 有 种 间 特 异性 。 因 此 ， 现 常用 的 
PMSG 超 排 方案 为 ， 在 猴子 月 经 开始 的 第 3 一 5 d 注射 PMSG， 随 之 在 第 16 d 注射 
LH AUB (hCG) 就 可 能 得 到 多 个 成 熟 的 卵 (Bavister 等 ，1983; Cranfield 等 ， 
1989; Fujisaki 等 ，1989)， 但 这 种 刺激 模式 对 濒危 种 类 有 局 限 ， 

人 促 性 腺 激素 hCG、hMG、hFSH 和 hLH: 是 常用 的 几 种 促 性 腺 激素 ( diZerega 
SF, 1980; Lanzendorf 等 ，1990b)。 使 用 hMG 的 刺激 模式 尚 无 定论 。 在 食物 狼 和 狗 
狼 中 一 般 是 在 月 经 周期 的 第 1 一 3 d 开始 ， 连 续 6 一 9 d， 每 天 为 25 一 75 IU (Abbasi 
等 ，1987; ,Vande Voort 等 ，1989)。hMG 同时 含有 FSH 和 LH 活性 物质 ， 虽 然 较 普 
遍 的 观点 认为 FSH 在 滤 泡 的 生长 中 起 主要 作用 ， 但 已 有 研究 表明 FSH 加 LH 对 排卵 
前 内 分 小 的 成 熟 至 关 重 要 (Fritz 等 ，1982)。 一 些 实验 室 已 开展 了 外 源 LH 与 卵 母 细胞 
成 熟 关 系 的 研究 (Yun 等 ，1988) .最近 的 刺激 模式 采用 进行 6 d 的 FSH 刺激 后 ， 随 
之 注射 hCG (FSH+LH) ， 在 非 人 灵 长 类 中 取得 较 好 的 效果 (Wolf 等 ，1989; 
Lanzendorf 等 ，1990b) 。 

hCG 具有 LH 的 类 似 活 性 ， 常 在 超 数 排卵 的 后 期 注射 大 剂量 的 hCG 模拟 自然 排卵 
时 的 LH 峰值 作用 ， 促 使 卵 的 再 次 减 数 分 裂 和 最 终 排 卵 。 典 而 由 于 hCG 并 不 能 完全 取 
{È LH 在 靶 细 胞 上 的 作用 ， 在 灵 长 类 的 超 数 排卵 过 程 并 未 出 现 通常 的 LH 峰值 ， 这 是 
否 影 响 卵 的 成 熟 尚 不 清楚 。 另 外 ， 从 hCG 注射 后 到 排卵 发 生存 在 很 大 的 时 间 差 异 ， 
Abba-si (1987) 报道 ， 在 狗 狼 ，50% 的 排卵 发 生 在 hCG 注射 后 24—48 h 内 ， 
37% 的 发 生 在 72 h, m 10% 的 在 4 一 5 d 内 。 另 有 一 些 研 究 认 为 采 卵 最 好 在 hCG 注射 
后 24—38 h 内 进行 (Lopata 等 ，1988; Balmaceda &Æ, 1984), 

虽然 超 数 排卵 可 以 一 次 得 到 多 个 质量 较 好 的 卵 ， 但 仍 存 在 一 些 缺 点 尚 待 改进 : (1) 
外 源 激素 会 使 灵 长 类 动物 产生 抗体 ， 而 不 能 重复 超 排 (Bavister 等 ，1984 ; Granfield 
等 ，1989; Wolf 等，1989)。 这 些 抗体 与 外 源 激素 结合 导致 血液 激素 水 平 下降 和 使 卵巢 
对 促 性 腺 激素 不 发 生 反 应 ， 从 而 导致 超 排 失败 。 为 解决 这 一 问题 ， 有 人 建议 改 用 内 源 激 
束 ， 例 如 促 性 腺 激素 释放 激素 (GnRH) 作为 超 排 激素 。 (2) 现行 超 排 模式 成 功率 较 低 
或 不 稳定 。 一般 情况 下 ， 仅 有 50% 一 70% 的 刺激 周期 有 多 滤 泡 发 育 (Bavister 等 ， 
1983; Balmaceda 等 ，1984 ; Wolf 等 ，1989)。 影 响 成 功率 的 因素 可 能 有 动物 的 年 龄 
(Fujisaki $, 1989), 245 (Dukelow 等 ，1986) 和 月 经 的 规律 性 等 (Ida 等 ， 
1988}。 然 而 ， 即 使 严格 控制 这 些 因 素 ， 与 人 和 家 畜 相 比 ， 非 人 灵 长 类 的 超 排 的 成 功率 
仍然 很 低 。 (3) 超 数 排卵 可 能 产生 不 正常 的 发 育 和 多 黄体 功能 。 已 发 现 ， 超 排 过 程 中 血 
滚 孕 柄 和 肉 激 素 水 平 比 正常 月 经 周期 要 高 得 多 ; 黄体 期 要 比 自然 月 经 周期 短 3—5 d. 
造成 这 种 异常 可 能 是 hCG 的 较 长 的 半衰期 使 黄体 延续 、 促 性 腺 激素 升 高 。 此 外 ， 外 源 
促 性 腺 激素 的 药理 环境 和 较 高 的 省 体 激 素 水 平 可 能 抑制 了 垂体 的 功能 ， 使 内 源 LH 在 
hCG 的 作用 消失 后 不 足以 维持 黄体 。 这 些 异常 都 可 能 影响 受精 率 的 早期 及 胎 的 发 育 分 
化 。 
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2. FERRARI ”切除 卵 沫 取出 不 成 熟 的 卵 ， 然 后 体外 培养 成 熟 ， 最 早 在 小 鼠 
和 羊 等 动物 上 获得 成 功 (Schroeder 等 ，1988;，Eppig 等 ，1987) .这 一 方法 的 主要 优点 
是 可 以 在 实验 控制 条 人 忻 下 了 解 许多 与 卵 母 细 胞 成 熟 有 关 的 重要 因子 《如 促 性 腺 激素 ， 颗 
粒 细胞 等 )。 同 时 ， 这 种 方法 可 以 得 到 许多 卵 母 细胞 。 如 一 对 苯 猴 卵 沫 可 以 得 到 大 约 
100 个 卵 ， 为 研究 卵 母 细胞 的 成 熟 调控 提供 了 足够 的 实验 材料 。Meorgan 等 (1991) 报 
道 了 从 非 刺 激 猕 猴 切 除 的 卵巢 取 卵 并 体外 培养 成 熟 受 精 。 本 实验 室 也 从 用 于 制药 工业 
的 、 处 死 2 h SRNR PRS, OME RS. WARN, FSH 可 能 
PRK SR A a A, AT EEE R, 


二 、 精 子 的 处 理 


L 精液 的 采集 ” 非 人 灵 长 类 一 般 应 用 电流 控制 的 阴茎 或 直肠 电 刺 激 采 精 法 .在 大 型 


w1 非 人 更 长 类 人 工 采 集 精 液 的 参数 
Tab. 1 The parameter of the semen by artificial collection in nonhuman primates 


采 精 射精 体积 精液 被 度 运动 度 异常 比 
T o 法 {ml} (x 104 (%) (%) 2a 
KBE (G. gorilla) RP 0.3(0.1—0.5}) 15(2—28) 11({2-20)  92(90-95) Platz #, 1980 
黑猩猩 (P. troglodytes) RP 1.0(0.1-2.5)  548(54-2750) 42{14~77) 一 Warner 等 ，1974 
Av? 一 (280-1330) (10—95) 一 Ackerman 4%, 1968 
AS FABRE (P. pygmaeus) RP 1.1(0.2—3.2) 61 47 一 Warner #, 1974 
ARERR (H. lar) RP 1.3(0.5—4.0) 152(51 一 350) 9(0—20) (31-58) Roussel #. 1968 
BB (P. cynocephalus) RP 3.6 71 66 一 Kraemer #. 1969 
WR (T. gelada) RP 1.0(0.5-2.0)  503{(351—651)  21(5-30) 19 Roussel #, 1968 
BEE (M. nemestrina) RP 1.2(0.9-1.5) 6(2—10) 6754—82) 一 Rezenicek 等 ，1968 
SR (M. mulatta) RP 1.1(0.2—4.5) 1609(100—3600) 58(10—85) (26-47) Roussel 等 ，1968 
PE 2.0(0.7—4.1)  1257(300-400)  85(61—97) 2305—49) 本 实验 室 
PE 0.2 1516{12—4472)  72(40-95)  20(2-48) Van Pelt #. 1970 
PE (0264.52) (701—1570) (80-86) 一 Lanzendorf #. 1990 
MMH (M. radiata) PE (1.9-2.2) (1105—1251) (72-76) 一 Jayaraman 等 ，1980 
GRR (M. cyclopiz) PE 一 366(78—1220) 一 — Peng $., 1973 
WER (M. assamensis) PE  3.2(2.2-5.3) 1148(700—1430) 81(70-89) 2612-48) 本 实验 室 


MER (M. thebditana) PE 6,.3(2.2-13.9) 3400(2280-3890) 82(59-94) 22(8-49) 本 实验 室 


ERR (E. patas) RP 0.6(0.4-1.0) 1153(251-3600) 45(10-70) (25—56) Roussel #, 1968 

LLM (M. arctoides) RP 1.6(0.4-4.0)  468(214-1268) 49(10-80) (10—50) Roussel #. 1968 

WER (M. fascicularis) RP 1.2(0.6-3.0)  458(160-830) 57(25-75) (30-36) Roussel #. 1968 

PE 0.8(0.1-6.3)  347{110—1120) 一 32(19-66) Valerio 等 ，1970 

MARR (C. galeritus) RP 1.3(1.1-1.5) 576(542—609)  60(55—65) — Roussel #. 1968 

KM (C. aethiops) RP 09(0.3-20)  440(168—811) 39(15—70) (26—40) Roussel 等 ，1968 
WEHE (C. apella) PE (0.5~0.7} (169—341) 62(10—93) (15-20) Bush $, 1975 
KAHM (S. sciureus) RP 0.15(0.1-0.2) (322—533) (64—68) — Denis #. 1976 
D RP= HENKE, PE= ASHME. 多 精液 密度 = 精子 数目 / 射精 体积 ， @ AV= BA 


rp :Fi ma tt cr FPP A A et a 一 = Ae I e o a 
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猿 类 也 有 用 假 阴 道 或 手 泽 法 采 精 。 直 肠 电 刺激 采 精 的 缺点 是 必须 麻 酬 动物 和 准确 有 效 的 
放置 电极 较 困 难 (Matsubayashi，1982) 。 站 接 阳 茎 刺激 的 主要 副作用 是 易 烧 伤 阴茎 表 
皮 甚 至 上 皮 (Sarason，1991)。Sarason 等 (1991) 用 非 金属 电极 的 阴茎 电 刺 激 采 精 法 
在 食 租 猴 上 获得 较 好 的 效果 。 本 研究 室 改 进 了 直接 阴茎 电 刺 激 采 精 法 ， 用 脱脂 棉 和 锡 箱 
作为 电极 ， 采 精 时 先 用 生理 盐水 润 各 脱脂 棉 。 这 在 狼 猴 、 藏 酋 猴 和 能 猴 的 电 刺激 采 精 中 
获得 较 理 想 的 结果 ， 避 免 了 阴茎 的 烧伤 。 绝 大 多 数 非 人 灵 长 类 的 精液 都 会 发 生 凝 结 ， 其 
液化 和 液化 部 分 中 精子 的 含量 变化 很 大 。 一 般 说 来 (至少 在 狼 猴 中 )， 其 精子 的 浓度 和 
活动 度 都 较 高 ( 表 1)}。 对 精液 的 评价 通常 采用 精液 体积 、 精 子 浓度 、 活 动 度 和 形态 学 
特征 。 非 人 灵 长 类 精液 量 一 般 在 0,2 一 5.0' ml 间 。 精 子 的 浓度 在 19 一 150 百 万 / mi, 
活动 精子 在 75% 一 95% 之 间 。 我 们 对 藏 酋 猴 的 研究 结果 : 其 精液 量 高 达 2 一 13 ml, Æ 
迄今 报道 的 〈 表 1) 灵 长 类 中 最 高 的 。 

2， 精 液 的 冻 存 ”虽然 已 有 一 些 种 类 的 精液 冷冻 的 报道 ( 表 2)， 但 非 人 灵 长 类 的 精 
液 的 冻 存 证 明 是 困难 的 〈(Holt，1986)。 有 人 认为 这 可 能 与 非 人 灵 长 类 精子 较 脐 弱 有 关 
(Gould 4. 1989), G4, (MEX (Donglass，1981) ， 黑 猩猩 (Gould 等 ， 
1989) AMARI (Toliner 等 ，1990) 用 冷冻 精液 人 工 受 精 并 受孕 成 功 。 在 精液 冻 存 的 
过 程 中 ， 所 用 的 冷冻 程序 和 防冻 液 系统 有 所 不 同 ， 租 甘油 是 常用 的 防冻 剂 ， 我 们 对 藏 疯 
猴 精 液 的 冻 存 的 结果 表明 ， 慢 速 降 温 ( 致 冷 期 0.3C / min, MAH 1.0C / min) 


表 2 FAR KRAVE 
Tab. 2 Cryopreservation of nonhuman primates semen 





活力 检测 
种 类 Brome PARA 复苏 运动 ” 穿 进 参考 文献 
度 (%) 率 (%) ALEN 
1. a 卵黄 防冻 液 MAAM 5 和 ND NAR Roussel %, 1963 
2, EKER PMR ik fai $2 ND NAR Roussel Æ, 1968 
3. 非洲 绿 猴 卵黄 防冻 液 AAAA §2 ND NAR Roussel Æ, 1968 
4. eR 卵黄 防冻 波 ce € Sal 50 ND NAR Roussel Æ, 1968 
| POS Het e 68 ND 1748 2%, 流产 Leverage 等 ，1972 
5. AER 卵黄 防冻 液 FARER 70.2 ND 2/13324, #7 Cho %, 1975 
i MG kA FR ARIS R 65 ND NAR Mahone %, 1978 
PRG HAAA 67 ND 17/324, ÆH Tolner%, 1990 
6. RAR GS DE By E A MAAA 88.0 ND NAR Chen 等 ，1990 
非 孵 纳 防冻 液 MAAM 63.6 51.9 NAR AERA 
7. WAKAR WKH Fk BLS 87.9 ND NAR Denis Æ, 1976 
3. WER BP OCB ti Fk BLS 一 ND NAR Cranfield ¥, 1988 
9. W% OF DE BH AAA 64.5 ND NAR Kraemer 等 ，1969 
10. MAA WR HH RAM 54 ND NAR Rousse] 4, 1967 
非 入 黄 防冻 痕 | 控制 降温 70.0 62.8 171124, EH Gould 等 ，1989 
11. KS WRG RH 一 一 一 一 例 ， 足 月 Donglass，1981 


D: RBH, ND: KATTAEN. NAR: 末 见 人 工 授精 实验 的 报道 . 
并 在 ~7 切 激 发 结晶 和 非 卵 黄 防 冻 液 有 较 好 的 冻 存 结果 (Chen 等 ，1990) 。 精 液 冻 存 的 
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另 一 个 问题 是 如 何 评价 复苏 精子 的 活力 ， 至 今 沿 无 一 个 标准 可 靠 的 方法 。 例 如 ， 利 用 冷 
并 精液 在 大 猩猩 受孕 成 功 的 报道 中 ， 冷 冻 精 液 的 活动 精子 六 为 10% (Donglass, 
1981) 。 计 算 机 系统 已 用 于 精子 速度 和 运动 线性 的 分 析 (Gould 等 ，1989) ， 然 而 目前 
这 种 分 析 并 不 比 主 观 的 运动 分 析 更 说 明 问 题 。 人 金黄 地 鼠 裸 男 穿 透 分 析 (SPA) 虽然 能 精 
确 地 检测 精子 的 受精 能 力 ， 但 技术 繁琐 。 总 的 看 来 ， 非 人 灵 长 类 精液 冷冻 成 功率 较 低 的 
主要 原因 还 在 于 对 精子 的 冷冻 机 制 缺乏 了 解 。 


RI FARMKMHA RM. MM. HPPA Ree 
Tab. 3 Oocytes collection, maturation. in vitro fertilization and embryo transfer 
in nonhuman primates 


种 类 卵 业 刺激 EHR ARM)? ZAR) 参考 文献 
BE AF] K (Fia) / hCG 17 ' 65 61257 41) Lopata 等 ，1988 
‘AUR FSH/hCG 一 37 42(78/ 187) Kuehl 等 ，1979 
RRR PMSG / hCG 18 73 7192 / 130) Fujisaki 等 ，1989 
hMG 7 PMSG / hCG 19 83 64(59 / 92) Balmaceda 3. 1984, 1988 
ae PMSG / hCG 21 66 66(40// 61) Boatman, 1987 
hFSH / hMG / hCG 25 64 5138/74)" = Lanzendorf 4, 1990 
非 刺激 卵巢 56.5 37,3 45(28 / 62) Morgan 3, 1991 
4E RM 54.5 45,57 $770 /121)® ”本 实验 室 
PER AEM ROH 1.5 3.0: 5312 /22)* Cranfiels 等 ，1989 
PMSG ”hCG 28 37 58(56 97)"  Cranfiels 3, 1989 
hCG / hLH/ hCG 21 12 49(24/ 49)  Cranfiels #. 1989 
y eR AG (50-199 ug) 5.5 64 39(13 / 33) Fourie 等，1987 
AAH / PMSG H3 92 39(23 7 59) Fourie #. 1987 
hMG 6.8 72 44(12 / 27) Fourie #,; 1987 
KB hMG 7 hCG 3 66.62 / 3) 33.3{1 / 3) Huntress #, 1989 
FSH: ANAK hCG: ASCE AUR HE MAUR 
hLH: 人 促 黄 体 生成 案 hMG: 人 停经 期 促 性 腺 激素 
PMSG: 孕 马 血清 CC: HAKH. 
T 指 在 采 卵 后 8 小 时 达到 中 期 开 或 在 多 以 采 孵 时 和 成熟 组 胞 为 准 
采 卵 时 根据 卵 丘 细 雹 形 查 判 断 . 


SR TEES RO, FINS h 
LAGE RS RR A DB hs E 
SPF He STE GR SPE 36 h 


© 以 出 现 第 二 极 体 为 淮 
© BP BE ik Sf FF 24—50 h 
D 卵 母 细胞 在 体外 培养 24-95 h 


® @ 的 


3. 精 子 获 能 Austin 和 Chang (1951) 首次 把 哺 我 动物 精子 的 最 后 成 熟 阶 段 称 之 
为 “ 获 能 ” (capacitation)}。 随 着 IVF-ET 在 非 人 灵 长 类 中 的 应 用 ， 在 松鼠 儿 (kuehel 
等 ，1982) $7% (Boatman 等 ，1984) MASI (Fujisaki 等 ，1989) 都 证 实 了 精子 在 
受精 前 需要 获 能 。 目 前 常用 的 获 能 剂 为 嘱 啡 因 和 dbcAMP。 关 于 精子 获 能 的 原理 并 不 
十 分 清楚 。 一 些 研究 证 明 ， 细 胞 间 的 第 二 信使 cAMP 促成 精子 在 输精管 内 成 热 时 纤毛 
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发 生变 化 ， 但 这 一 变化 的 生化 机 制 尚 不 清楚 。 推 测 获 能 使 精子 的 表面 发 生变 化 ， 包 括 细 
胞 间 的 钙 离 子 浓 度 的 变化 和 最 终 的 顶 体 反应 。 这 在 黑猩猩 附 举 精 子 的 研究 中 得 到 部 分 证 
实 。 关 于 精子 获 能 的 检测 至 今 尚 未 完全 解决 。 现 在 一 种 以 猕猴 精子 运动 特点 为 基础 的 全 
自动 的 计算 机 分 析 系 统 正 在 发 展 中 。 


=. IVF 和 ET 


1 取 卵 方法 及 其 质量 超 数 排卵 多 采用 麻醉 剖腹 或 腹腔 镜 取 卵 (Bavister 等 ， 
1983) 。 取 卵 时 常用 4 一 7 mm BEM PS MPM. HA 80 一 120 mPa 进行 。 较 新 
的 发 展 则 利用 超声 波 仪 引导 ， 和 避免 较 大 的 手术 和 不 成 熟 的 卵 。 一 般 情况 下 ， 超 数 排卵 1 
只 动物 可 得 到 20 个 左右 的 卵 ， 但 并 非 所 有 的 卵 都 能 在 体外 成 熟 、 受 精 ( 表 3)。 如 何 鉴 
定 非 人 灵 长 类 卵 的 成 熟 度 并 非 容易 。 较 简单 的 方法 是 观察 卵 丘 细 胞 包 训 的 层 数 以 及 生发 
泡 的 情况 ， 第 1 极 体 是 否 出 现 等 。 然 而 ， 卵 的 成 熟 包 括 核 成 熟 和 细胞 质 的 成 熟 。 第 1 极 
A CRRA) 并 不 能 保证 卵 有 受精 能 力 (Morgan 等 ，1991)。 细 胞 质 不 成 熟 会 
影响 受精 率 ， 产 生 多 精 受 精 ， 降 低 受 精 卵 的 发 育 分 化 能 力 ， 苏 至 在 早期 妊娠 中 死亡 
(Bavister 等 ，1983;，Boatman，1987)。 总 的 看 来 ， 从 超 数 排卵 所 得 到 的 卵 一 般 约 60% 
在 体外 培养 数 小 时 可 从 成 熟 (E 3)。 而 妇女 超 排 得 到 的 卵 绝 大 多 数 (80% 一 94%) 在 
取出 后 很 短 时 间 内 就 能 培养 成 熟 。 从 非 激素 刺激 的 猕猴 得 到 的 卵 大 多 数 (》70%) 需要 
体外 培养 48 h 以 上 才能 成 熟 (Morgan 等 ，1991， 本 实验 室 ) 


甫 4 非 人 民 长 类 古 胎 移 术 及 其 受孕 率 
Tab. 4 Implantation and pregnancy rates in nonhuman primates following the transfer 


种 类 PRE SARS BHAR) PARN)? 参考 文献 
RMR IVE 2-4 细胞 3(2 / 24) 10(1/10) Bamaceda 3%, 1984 
IVF /冷冻 胚胎 244 12(3 / 25) 33(3/9) Balmaceda Æ, 1986 
aR IVF 3M 63/48) 11(3728) Boatnman, 1987 
IYF /#®RRR 3-5 细胞 17(1 7 6) 33(1/3) Wolf %, 1939 
IVF/ REEK 2-6 SA 756 / 8) 75(3/ 4) Lanzendorf 3%, 1990b 
Qe IVF 4-6 i 6003/5)  67(2/3)* Lopata %, 1988 
MR 体外 受精 6 细胞 一 胡 下 33(2 / 6) 33(2 / 6) 


DREF SARK: ORAT/ZAHARLEME: OH AREMBH. 


2. IVF-ET 培养 条 件 是 影响 IVF 的 另 一 个 重要 因素 。 与 人 的 IVF-ET 相 比 ， 仅 
有 少数 培养 液 成 功 的 用 于 非 人 灵 长 类 的 .IVF-ET。TC-199 最 早 用 于 松鼠 猴 的 IVF ， 
之 后 ，Bavister 和 Yanagimachi (1977) 改进 以 Tyrodes 为 基础 培养 液 (TALP) 用 于 
REREH. BME TALP 中 增加 了 白 蛋 白 ， 乳 酸 和 丙酮 酸 以 及 谷 氮 酸 、 甲 三 
氨 酸 、 异 亮 氨 酸 和 董 丙 氨 酸 。 在 卵 的 吸取 和 处 理 过 程 中 ，HEPES 作为 缓冲 剂 使 培养 液 
pH 在 室内 保持 稳定 {Boatman，1987)。 此 外 ， 添 加 血清 在 精子 获 能 和 IVE 中 也 有 报 
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ji (Wolf, 1989; Lanzendorf 等 ，1990b)。 

iB 4 SN ESI ERS PH UTR. SN RARER 
HEF 1007 / ml, 不 过 在 人 的 IVE 中 也 有 用 精子 浓度 为 1.0 一 1.5 万 ”ml (Wolf $, 
1989) AERA PHA 5 万 /ml 受精 成 功 的 报道 (Lanzendorf 等 ，1990b) 。 

体外 受精 的 鉴定 一 般 在 受精 后 10 一 16 h 检查 是 否 出 现 第 2 极 体 或 两 个 原核 。 多 精 
受精 会 导致 出 现 多 个 原核 。 新 大 陆 猴 和 旧 大 陆 猴 的 成 熟 卵 的 受精 率 在 42% 一 71% 间 
( 表 3). 

非 激 素 刺 激 获得 的 孵 在 体外 培养 成 熟 ， 其 受精 率 约 为 45% (Morgan 等 ，1991) 
本 实验 室 从 制药 工业 处 死 的 狗 猴 (〈 非 激素 刺激 ) 所 得 到 的 卵 ， 经 培养 24 一 96 h 后， 受 
精 率 达 57%， 并 且 其 中 90% 都 能 在 体外 发 育 到 6 细胞 以 上 。 

非 人 灵 长 类 的 胚胎 移植 用 非 手 术 (经 宫颈 ) 和 手术 的 (输卵管 ) 方法 (Boatman 
,1987) 。 较 为 常用 的 是 手术 法 ， 因 为 猴子 的 输卵管 长 而 曲折 。 冷 丈 的 或 非 冷冻 的 胚胎 移 
植 受 孕 率 见 表 4。 一 些 种 类 ， 如 松 妇 猴 ， 豚 尾 狼 和 狮 独 等 ， 曾 作 过 一 些 胚胎 移植 ， 但 未 
受孕 。 

3. 胚胎 的 冷冻 Whittingham 等 (1972) 和 Wilmut (1972) 最 早报 道 了 哺乳 动物 
的 胚胎 冷冻 。 之 后 ， 小 鼠 、 免 子 和 牛 的 胚胎 冷冻 相继 成 功 并 获得 成 千 上 万 的 发 育 正常 的 
动物 。 在 非 人 灵 长 类 ，Pope 等 (1984) 首次 报道 了 第 1 ACRE. HTH 
是 胚 胎 冻 存 的 主要 防冻 剂 ， 芒 糖 则 在 胚胎 复苏 过 程 中 作为 渗透 压 调 节 剂 。 非 人 灵 长 类 的 
冷冻 胚胎 已 成 功 地 用 于 食 握 猴 (Balmacede $, 1986), #7% (Lanzendorf $, 
1990b) 然而 ， 与 人 和 其 他 动物 相 比 ， 非 人 灵 长 类 的 有 关 冷 冻 胚 胎 的 报道 仍然 不 多 。 总 
的 看 来 ， 冷 冻 胚 胎 的 移植 要 得 到 高 的 受孕 率 还 有 赖 于 胚胎 的 质量 ， 肛 胎 的 发 育 和 受 体 动 
物 的 生殖 周期 同步 。 
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IN VITRO FERTILIZATION AND EMBRYO 
TRANSFER IN NON-HUMAN PRIMATES 


Ji Weizhi Yang Shangchuan Chen Jianchung 
Zou Rujin Shan Enyuan 
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Yunnan National Laboratory Animal Primate Center, Kunming, Yunnan 650223, China) 


In vitro fertilization and embryotransfer {IVF-ET) is an useful way to study 
mechanism of reproduction, for instance, the regulation of oocytematuration, the 
role of maturation and development of fertilized eggs . embryo implantation as well 
as a genetic disease model for human. The technology is also helpful for conservation 
endangered species in nonhuman primates and enhance the quality for laboratory pri- 
mates. This paper was summarized the progress of IVF— ET in nonhuman primates in- 
cluding oocytes got from hyperstimulation and unstimulated animals, semen collec- 
tion, semen cryopreservation, fertilization in vitro, embryo transfer and embryo 
cryopreservation. . 
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